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RESUMEN

“ EVALUACION HISTOLOGICA DE TEJIDO LINFOIDE DE

LECHONES DE 15 DiAS DE EDAD, COLONIZADOS CON UN
PROBIOTICO A BASE DE Streptococcus faecalis Y

Lactobaciflus casei”

Alfredo Franco Gutiérrez

El uso de productos a base de bacterias lacticas ha mostrado
mejorar los indices de productividad en explotaciones porcinas con
disminucién en la mortalidad y en la incidencia de diarreas, ademas de
incrementar la ganancia de peso con mejores conversiones alimenticias. El
presente trabajo esta enfocado a la determinacién histologica de los
cambios mas significativos que un probidtico experimental induce sobre los
tejidos linfoides de lechones de 15 dias de edad. Para esto, se utilizaron 5
animales que formaron el grupo testigo y 5 para el grupo tratado, todos de
diferentes camadas. Durante los tres primeros dias de edad, a los animales
del grupo tratado se les administré por via oral un cultivo bacteriano a base
de Lactobacillus casei y Streptococcus faecalis, y a los 15 dias se
sacrificaron y recolectaron segmentos intestinales de duodeno, yeyuno e
ileon, linfonodos mesentéricos posteriores y bazo. Los cortes se tifieron con
la coloracién de rutina de hematoxilina y eosina; con la coloracion especial
de verde metil pironina, para identificar células linfoides activadas, y la
coloracién especial para observar granulocitos eosindfilos, carboir

cromotropo 2R. Para la evaluacion se utilizé un microscopio optico con el




que fueron evaluados los cortes histolégicos, cuantitativamente y
cualitativamente por una persona. Las variables evaluadas que mostraron
diferencias estadisticas significativas entre los grupos experimentales
fueron: en duodeno mayor cantidad de linfocitos intraepiteliales en los
lechones tratados (p<0.001), y mayor cantidad de células pironindfilas
(p<0.05) y de granulocitos eosindfilos en la lamina propia de los animales
testigo {p<0.005). En yeyuno mayor cantidad de células pironinéfilas en la
lamina propia de los animales tratados (p<0.005). En ileon mayor cantidad
de domos en la mucosa de los animales tratados (p<0.001). En linfonodos
mesentéricos mayor tamafio de los foliculos linfoides pertenecientes a los
animales tratados (p<0.0001); mayor presencia de células pironindfilas en
la zona medular de los linfonodos de los animales tratados (p<0.05). En
bazo mayor nimero de células plasmaticas en el parénquima de los
animales tratados, observadas con la coloracion de rutina {p<0.005) y con
la coloracidn especial de verde metil pironina (p<0.005) y mayor area de las
vainas periarteriales esplénicas en los mismos animales {p<0.0001). El
estudio histoldgico realizado, podria determinar la modificacion del estado
inmunolégico en respuesta al probidtico evaluado, mejorando puntos

especificos de importancia en el sistema inmune del lechén.
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1. INTRODUCCION

La prevencion y el tratamiento de ias enfermedades son
de interés primario para productares, veterinarios y especialistas
en produccién animal, quienes pueden citar puntos econémicos
especificos que se relacionan directamente con la incidencia e
intensidad de las enfermedades en la produccién de animales de
consumo. En realidad, hasta el consumidor de productos de

origen animal es afectado por el costo en el uso de productos

para la salud animal. 's

La tendencia moderna en los sistemas intensivos de
produccién de cerdos estd orientada principalmente a optimizar
los indices productivos. Es asi como se ha intensificado la
densidad animal, buscando razas altamente prolificas que
presenten aumento en las tasas de crecimiento, reduccién de
requerimientos nutricionales y mejoramiento de las canales
hacia carne y disminuciéon en grasa. Durante este periodo de
rapidc progreso, muchos productores han adoptado nuevos
sistemas de manejo, en donde las unidades de producciéon han

sido disefadas para minimizar las labores y los COstos de
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produccion, aumentando la densidad animal. Sin embargo, éstos
indices de mayor eficiencia productiva han conducido a la
presentacion de problemas no deseables, como un incremento
en condiciones de estrés y enfermedades, especialmente las
infectocontagiosas. Los principales problemas son los que se
presentan en el aparato digestivo, en el caso de los cerdos

jovenes (periodo de lactancia). 2°

Al respecto, se han reportado un 42.0 % de morbilidad y
un 10.8 % de mortalidad en cerdos lactantes. 77 Por otra parte,
otros autores indican hasta un 73.0 % de morbilidad para dicho
periodo. 4 Otros estudios atribuyen a las infecciones
intestinales entre un 8.0 y un 14.0 % de las muertes en el
periodo de lactancia. 26 En algunos paises, se reporta que en el
periodo neonatal (desde el nacimiento hasta los 7 dias), la
mortalidad por cuadros entéricos puede alcanzar hasta un
23.73% del total registrado en maternidad. ®7 Para este periodo,
se puede considerar una mortalidad del 5 al 7% como la optima,
la cual es, en general, debida a lechones aplastados por la cerda
y no por problemas que involucren agentes infecciosos. 26:42.77

Consecuentemente, muchos esfuerzos y gdastos se dirigen a
2




minimizar la incidencia de éstas enfermedades en los animales
domésticos. Uno de los medios para reducirlas es
incrementando la habilidad de los animales para resistir a estos

problemas. >

Se puede asegurar, que el manejo y la nutricién del lechon
recién nacido y hasta los 30 kgs. de peso, representan un gran
problema en la produccién porcicola. Para poder optimizar el
crecimiento y desarrollo del cerdo, se requiere comprender la

fisiologia, tanto digestiva como inmunolégica del lechon. 12

Después de formarse en el ambiente estéril del Utero, los
lechones recién nacidos se encuentran en un ambiente rico en
antigenos y son capaces de mostrar respuestas en el momento
de! nacimiento. No obstante, cualquier respuesta inmunitaria
debe necesariamente ser una respuesta primaria, con un
periodo de latencia prolongado y con concentraciones bajas de
anticuerpos. Por esa razén, si no se les da “asistencia
inmunolégica”, los animales mueren con rapidez frente a
microorganismos que no son una gran amenaza vital para un
adulto. Esta “asistencia inmunoldgica” es proporcionada en

3




forma de inmunidad pasiva, como transferencia de anticuerpos
de la madre a su producto, en el calostro. Hay pruebas que
indican que las células maternas linfoides también se transfieren
al feto a través de la placenta, o al animal recién nacido por
medio de calostro y la migracion transintestinal. El calostro
contiene hasta un millén de linfocitos por mililitro, la mitad de
los cuales son det tipo T. Estos linfocitos sobreviven en el
intestino del recién nacido hasta por 36 horas y algunos
penetran en las paredes intestinales y llegan a los conductos ¥
linfonodos mesentéricos. La via por la cual los anticuerpos
maternos llegan al feto depende del tipo de barrera placentaria.
La placentacion en los cerdos es epiteliocorial, y el epitelio
coriénico fetal se encuentra en contacto con el epitelio uterino
intacto. En este tipo de placentacion, se evita por completo el
pasaje trasplacentario de las moléculas de inmunogiobulina, y
los recién nacidos dependen por completo de los anticuerpos

que puedan recibir a través del calostro. 76

En las primeras horas de vida es fundamental para el
lechén la absorcidn de las inmunoglobulinas presentes en el

calostro materno. Este es rico en IgG (3,000 a 7,000 mg/di) e
4




IgA (950 a 1,050 mg/dl), pero contiene también algunas
cantidades de 1gM (250 a 320 mg/dl). Estas inmunoglobulinas
son de naturaleza proteica y faciimente desnaturalizadas a pH
abajo de 4.5, por lo que durante ese periodo el estémago no
secreta acido clorhidrico. 44! Un estémago maduro genera un
pH menor a 3.0, suficiente para poder degradar cualquier fuente
proteica. Por otro lado, se debe de considerar que, en general, el
crecimiento del lechdn se produce bajo condiciones de: medios
contaminados (sobre todo por bacterias enteropatogenas);
numerosos manejos a los cuales los lechones estan sujetos,
como son la aplicacién de hierro, corte de cola, destete, que
producen situaciones de tensién favoreciendo el desarrollo de
trastornos digestivos en los lechones; ingredientes poco
compatibles con la fisiologia del lechén, que son usados en la
dieta y que no favorecen su maduracién intestinal (harina de

pescado, harina de soya, leches o sueros de mala calidad). '3

El sistema inmune del lechén es anatémica y
fisiolégicamente inmaduro, haciendo que su sobrevivencia
dependa de la transferencia de anticuerpos maternos €en el

calostro v la leche. 76 De esta manera, los lechones son
) .




especialmente susceptibles a agentes infecciosos durante el
periodo en el cual los niveles de anticuerpos han declinado en la
leche y antes de que los mecanismos de inmunidad sean

desarrollados. 47

1.1 INMUNIDAD INTESTINAL

El epitelio intestinal provee una extensa superficie de
absorciébn de los nutrientes digeridos, simultaneamente
representa una barrera contra el gran numero de antigenos que
continuamente pasan a través del tracto digestivo. De acuerdo a
lo anterior, el intestino ha desarrollado un sistema inmune
complejo para controlar el ingreso de antigenos y eliminar a los

patdgenos, 4648

La mayoria de las invasiones en mucosas se resuelven por
mecanismos inespecificos de defensa, el sistema inmune
mucosal representa la mayor parte del sistema de defensa
inespecifico del organismo. Actualmente se acepta que el
sistema inmune mucosal puede dividirse en dos

compartimentos: sitios inductores, donde la respuesta inmune




se monta por primera vez y sitios efectores, donde los sistemas
de defensa especificos ejercen su funciéon y donde se mantiene
la memoria inmunoldgica. Los sitios efectores comparten varias
caracteristicas: a) contienen células T principalmente CD4+; b)
poseen bastantes células B y células plasmaticas, principaimente
del isotipo IgA; y ) estan cubiertos por células epiteliales que
producen el componente secretor, que transporta la IgA

dimérica a las secreciones externas. 33

Anatomicamente, el sistema inmune intestinal es
comunmente dividido en compartimentos linfoides difusos y
organizados o densos. Ei tejido linfatico difuso comprende a las
células linfoides (linfocitos y células plasmaticas) y macrofagos,
localizados en el tejido conjuntivo formando agregados
celulares: estas células se consideran parte de la poblacion
residente de [a lamina propia del tracto intestinal; el tejido
linfatico organizado abarca las acumulaciones linfoides
localizadas en la lamina propia de la mucosa, tinica submucosa
y a veces en la adventicia. Estas acumulaciones suelen
denominarse como “tonsilas”. Las placas de Peyer de {a pared

intestinal son el ejemplo para este tracto. ¢




El irea bajo la monocapa epitelial, comunmente referida
como lamina propia, contiene bastantes macrofagos, linfocitos
T, células conteniendo inmunoglobutinas (linfocitos By células
plasmaticas), eosindfilos y otros granulocites. Tan pronto como
nacen los lechones, los macréfagos incrementan su numero y
comienzan a acumularse en la cripta de la lamina propia, hasta
que se alcanzan las cantidades maximas a las 5 semanas de

edad. 75

Aunque linfocitos T y B estan presentes en la lamina
propia al nacimiento, el namero celular se duplica durante las
primeras cuatro semanas después del nacimiento. .72
pParalelamente con el incremento numérico, los linfocitos T
inmaduros se diferencian a CD4+ y CD8+ (marcador de
superficie de linfocitos T cooperadores vy citotoxicos
respectivamente). Nominalmente, el numero de linfocitos T
CD4+ se incrementa durante la primer semana de edad,
mientras que el nimero de linfocitos T CD8+ es bajo al
nacimiento y se incrementa moderadamente entve las 5y 7

semanas de edad. 1769 Sin embargo, en cerdos adultos los




linfocitos T CD8+ predominan en la lamina propia, como lo

hacen en la sangre. ©°

Los linfocitos son también encontrados entre las células
epiteliales o enterocitos. La mayoria de estos linfocitos
intraepiteliales en humanos y roedores son linfocitos T, de los
cuales casi todos son CD8+. En el cerdo, los linfocitos
intraepiteliales aparecen durante el desarrollo, siendo la mayoria
de elios CD4-CD8-. Es hasta las 7 semanas de edad cuando una
proporcion significativa de linfocitos intraepiteliales son
CD8+.75 Como la funcién de los linfocitos intraepiteliales no ha
sido especificada, solo hay especulaciones y algunas evidencias
de que éstas células contribuyen a la integridad del epitelio,
destruyendo células dafiadas o infectadas por alguna etiologia
viral. 47 Se ha propuesto que estos linfocitos pueden tener
funciones de “vigilancia” de las superficies epiteliales y formar
parte de la primer linea de defensa, protegiendo a la mucosa del

ambiente externo. 3240

Los linfocitos intraepiteliales se encuentran en el epitelio
de las vellosidades intestinales con una densidad de hasta

k4




3.3 + 0.6 linfocitos por 100 células epiteliales en lechones en
los primeros 2 dias de edad, hasta 38.9 + 3.5 linfocitos a los 30

dias de edad. 23

La barrera inmunolégica mejor descrita en el intestino es
fa lgA secretoria, la cual es sintetizada por células plasmaticas
que son expuestas primariamente a los antigenos, localizados
en el tejido linfoide agregado en el intestino, (placas de Peyer).
Las placas de Peyer son heterogéneas desde el punto de vista
funcional. Algunas aumentan de tamafio desde el nacimiento
hasta los seis meses de vida, y después experimentan regresion.
Otras permanecen durante toda la vida adulta. Probablemente
sea esta ultima boblacic')n la que tiene el papel mas importante
en la defensa intestinal. En el cerdo existen dos tipos de placas
de Peyer definidas por su localizacién diferencial, estructura y
funcién; en el yeyuno y porcién superior del ileon se encuentran
varias placas discretas y en el ileon terminal una gran placa
continua. 212223 E|] tamafio de las placas esta determinado por la
edad y el contenido microbiano del intestino, pero el numero y
posicién de las placas individuales permanece constante. @ A

pesar del tamafo de estas placas, la mayor parte de la igA se
10




forma en el tejido linfoide difuso, en los plasmocitos aislados

que se encuentran en las paredes del intestino. 56.59

Entre los sitios inductores de inmunidad del tracto
digestivo, el ileon esta equipado con células especializadas en la
captura de antigenos de la luz intestinal (células M). Estas
células que pueden transportar antigenos a los sitios inductores
de igA y que también pueden actuar como células presentadoras
de antigenos, se localizan en el epitelio modificado de la
mucosa intestinal por sobre los centros germinativos de las
placas de Peyer, esta region es conocida como “‘domo”. Los
linfocitos B precursores, después de reconocer al antigeno, se
dividen y diferencian para dar lugar a la formacion de células
plasmaticas. No obstante, la mayor parte de estos linfocitos B
con capacidad de respuesta, abandonan las paredes intestinales
y emigran hacia los linfonodos, desde los cuales llegan al
conducto toracico y a la circulaciéon sanguinea. Estas células gue
recirculan, poseen afinidad por las superficies mucosas €n
general. En consecuencia, se alojan en intestino, vias

respiratorias, vias urogenitales y glandulas mamarias. 79




El desplazamiento de estos linfocitos B productores de IgA
hacia las glandulas mamarias tiene la mayor importancia en la
medicina veterinaria, ya que suministra una via por la cual las
células estimuladas por los microorganismos patogenos del
intestino segregan su 1gA en la leche, y asi protegen al intestino
de los animales recién nacidos. De esta manera, el intestino de
los lechones recibe anticuerpos adecuados para cualquier

microorganismo patégeno que encuentre. 7

Uno de los medios que favorece el rapido reconocimiento
de sustancias antigénicas y la distribucién de la respuesta
inmune es la migracién de los linfocitos. 3763 La extravasacion
linfocitaria es un proceso activo, el cual difiere en tiempo y
extension entre los diferentes tejidos. La constante recirculacion
linfocitaria y extravasacién permite que contados linfocitos To B
reconozcan antigenos particulares y encuentren aquellos
antigenos expuestos por las células presentadoras de antigenos
en tejidos linfoides secundarios. Estos érganos linfoides
secundarios incluyen al bazo, con la filtracién del torrente
sanguineo, linfonodos filtrando la linfa aferente y los tejidos

mucosales (tracto intestinal, respiratorio y urogenital), los cuales
12




identifican las sustancias antigénicas luminales por diferentes

mecanismos. 63

Los tejidos linfoides y mucosales de cerdos sanos
contienen un gran nimero de granulocitos eosinofilos. 43.71.80
Normalmente hay mucho mas eosinéfilos en los tejidos que en
la circulacion sanguinea y prevalecen en los sitios
perivasculares, cerca de las mucosas. 3 Su funcién en los tejidos
linfoides es aun desconocida, mientras que en los tejidos
mucosales probablemente constituyan una defensa contra
microorganismos invasores. lLas respuestas eosinofilicas son
comunes, ademas de las parasitosis, en reacciones alérgicas vy
en inflamaciones crénicas, pero también pueden contribuir a las
respuestas inmunes en ausencia de cualesquiera de estos
procesos. 3843 Los eosindfilos maduros pueden ser estimulados
por variedad de fuentes, activarse y migrar a sitios especificos,
donde sintetizan y secretan todas sus moléculas activas. Los
eosinofilos activados tienen la capacidad de ingerir y matar
microorganismos, aunque son fagocitos mucho menos

eficientes que los macrofagos o neutrdfilos. 43




En los animales, es probable que el tracto digestivo sea el
sitio de mayor estimulacion antigénica. Las bacterias penetran
con relativa facilidad la mucosa intestinal y de ésta manera
consiguen acceso a los vasos linfaticos y portales. En
consecuencia, éstos microorganismos son atrapados en los
linfonodos mesentéricos y en el higado respectivamente. Estos
linfonodos son los que, por su localizacion, constantemente se

ven estimulados por cualquier antigeno que ingresa por via

digestiva. '2.38

1.2 ORGANOS LINFOIDES

Las células linfoides progenitoras migran a través de la
sangre desde la médula dsea hasta el timo o el equivalente de la
bolsa de Fabricio en aves. Cuando dichas células llegan a uno de
estos 6érganos, el factor hormonal adecuado actia sobre ellas;
entonces se producen cambios en la célula progenitora, que la
convertiran en un linfocito reconocible morfologicamente. Los
érganos donde ocurre este proceso, y que ademas contienen
linfocitos no funcionales, se denominan o6rganos linfoides

primarios. En los mamiferos, éstos son el timo y la médula Osea.
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Asi, mas del 90 % de las células del timo tienen las
caracteristicas morfolégicas de los linfocitos y muchas de las
propiedades de superficie de éstos, aunque son incapaces de
desarrollar las funciones caracteristicas de los linfocitos del
timo. Esto significa que la gran mayoria de los linfocitos
presentes en el organo linfoide primario son células no
funcionales. Los linfocitos abandonan los 6rganos linfoides
primarios y se alojan en los o6rganos linfoides secundarios,
donde se transforman en funcionales. Los organos linfoides
secundarios en mamiferos son bazo y linfonodos. Los érganos
secundarios contienen una mezcla de linfocitos derivados del
timo y de la bolsa, pero lo mas importante en que los linfocitos
del tejido linfoide secundario son capaces de realizar las

funciones inmunes. 33.49

Los linfonodos contienen gran cantidad de macréfagos y
células dendriticas, que presentan los antigenos, poseen
también linfocitos T y B, localizados en una red de tejido
reticular, a través de la cual penetran los sinusoides linfaticos,
en los cuales se transporta la linfa. Los foliculos linfoides, se

pueden encontrar inmunoldgicamente activos o competentes
15




(secundarios), constan de un centro germinal (que contiene
diversas formas linfoides maduras e inmaduras y mitosis en
gran numero, dependiendo de la activacion), y una corona
externa (compuesta por formas linfoides maduras);, y los
foliculos linfoides primarios, que no poseen el centro
germinativo como los secundarios, debido a la ausencia de
estimulacién inmunolégica. El linfonodo del porcino posee un
patron opuesto al que se observa en otras especies. Los
foliculos linfoides se localizan en las regiones central o medular
del 6rgano, en tanto que los cordones medulares relacionados
con ellos, se localizan en la regién periférica o cortical. El flujo
de la linfa corre al contrario de otras especies domésticas, esto
significa que entra en el hilio y sale por la superficie capsular.
Dada esta disposicién, tal vez sea correcto referirse a los
constituyentes primarios como foliculos linfoides medulares vy
cordones corticales. Como en las otras especies, los linfocitos
recirculantes entran a los linfonodos desde las vénulas
postcapilares con la linfa aferente 655 y migran a los tejidos
linfoides secundarios. 55.61.63 Sin embargo, en el cerdo, los
linfocitos abandonan estos tejidos directamente con la sangre y

16




de ahi que ia linfa eferente contenga muy pocos linfocitos en el

cerdo. 4

Las funciones principales de los linfonodos son producir
tinfocitos, filtrar la linfa, eliminar particulas extranas y producir
anticuerpos. Los materiales antigénicos que llegan al linfonodo
son fagocitados, procesados y presentados al sistema inmune

por los macréfagos. La presentacion origina la transformacion

blastoide de linfocitos B en células plasmaticas. &

Asi como los linfonodos sirven para filtrar los antigenos
de la linfa, el bazo filtra la sangre. En el proceso se extraen
tanto las particulas antigénicas como las células envejecidas.
Ademas, el bazo almacena eritrocitos y plaquetas y, durante la
vida fetal, participa en la eritropoyesis. El parénquima consta de
dos regiones distintas dispuestas en un patrén al azar. Estas
regiones se denominan pulpa blanca (en el cual se produce la
respuesta inmunitaria) y pulpa roja (para almacenamiento de
eritrocitos, captacién de antigenos y hemocateresis). Los
nodulos linfiticos (corpusculos esplénicos) y las vainas
periarteriales de linfocitos constituyen la pulpa blanca. Un

17




examen cuidadoso mostrara una arteriola, que ocupa una
posicion central o paracentral, algunas veces esta arteriola se
denomina nodular. La presencia de los corpusculos depende de
los mismos factores que influyen en el desarrollo de los centros
germinales en los linfonodos. La pulpa blanca consta de tejido
linfatico denso relacionado intimamente con las ramas de las
arterias trabeculares. El tejido linfatico compacto forma las
vainas periarteriales. Los corpusculos esplénicos estan
distribuidos a lo largo de las arterias de a pulpa blanca y se
intercalan con las vainas periarteriales; cada centro germinal de
un corpliscuio esplénico esta rodeado por una capa manto {(zona
manto) que se continGa con la vaina periarterial. Los limites
periféricos de la pulpa blanca se separan de la pulpa roja por
una zona marginal que consiste de senos, una vaina de celulas
reticulares y una capa de células linfaticas. La vaina periarterial y
la capa manto son regiones dependientes del timo, ocupadas
por linfocitos T; el corpusculo esplénico produce células B. El
bazo no recibe vasos linfaticos aferentes de otras porciones del

cuerpo. Los linfocitos se filtran a través del bazo, provenientes




de la sangre. Solo hay vasos linfaticos eferentes en la pulpa

blanca. .79

Al nacimiento, aunque todos los componentes celulares
del sistema inmune estan representados en el cerdo, 13.34.54 hay
pocas células plasmaticas en el intestino, 3 pocos linfocitos
intraepiteliales, 23 pobre desarrolio de placas de Peyer % y baja
actividad de células NK, '3 pero en las primeras semanas de vida
ocurren cambios cuantitativos importantes, 343744465354 entre
ellos hay un aumento en e! nimero de neutrofilos, y aunque la
proporcién de linfocitos B no cambia, los nimeros absolutos de
linfocitos aumentan hasta el doble de los niveles de adulto. 33
Los linfocitos T también se incrementan de manera

considerable, sobre todo después de los 21 dias. 34

En forma natural, et lechén nace practicamente estéril,
libre de los microorganismos que normalmente colonizan el
tracto. La colonizacién por microorganismos es inevitable, y el
tipo de bacterias que la hara dependera, basicamente, del medio
ambiente donde se desarrolle el lechon. Por ello, es deseable
que la flora que colonice inicialmente, esté constituida por

19




bacterias benéficas, tales como bacterias lacticas. !¢ El beneficio
mas importante de la flora intestinal normal es el efecto

protector de la salud del animal, llamado resistencia de

colonizacion. 78

1.3 INMUNOMODULACION Y PROBIOTICOS

En los ultimos afios, mucha investigacion ha sido dirigida
a conocer mas a fondo y detalladamente los fenomenos
fisiolégicos que ocurren en el recién nacido, durante las
primeras semanas de vida. Toda ésta investigacion ha permitido
orientar el cémo manejar y alimentar en forma mas eficiente al
lechén, buscando fundamentalmente, mejorar y acelerar el
proceso de maduracién fisioldgica e inmunologica del tracto
gastrointestinal, ya que el lechén es inmunologicamente

inmaduro durante las primeras cuatro a siete semanas de

vida. 12

La regulacién de la respuesta inmune es extremadamente
compleja. Sin embargo, se trata de entender como el sistema

inmune, y todo el animal, organiza la respuesta corporal contra
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un posible patdgeno invasor. Con el conocimiento, de como
responde el sistema inmune contra los organismos causantes de
enfermedad, se pueden proponer caminos de intervencion en la
regulaciéon de la inmunidad, particularmente por modulacion de
la respuesta inmune del hospedador. La inmunomodulacion,
como el término lo indica, puede ser usada para desighar una
supresidn o un aumento de la respuesta inmune. Médicamente,
la inmunosupresién inducida no es un interés practico en F:]
producciéon de los animales domésticos. Contrariamente, el
aumento de la inmunidad ha recibido mucha atencion en la
alimentacidén animal y provee un medio para incrementar la
resistencia del hospedero a las enfermedades. Otros sinénimos
que frecuentemente se usan para los inmunomoduladores,
incluyen inmunoestimuladores, inmunopotenciadores, agentes
inmunoterapéuticos y modificadores de la respuesta

biclégica. 15

En los dltimos afos se ha dado una atencién considerable
al uso de probiéticos, cultivos de levaduras y otros aditivos
naturales en la produccién del cerdo. Mucho de este interés ha

sido generado por el incremento en el conocimiento publico y
21




en la objecién al uso de antibiéticos en aditivos del alimento,
como promotores del crecimiento. El término probidtico fue
utilizado por vez primera en 1974 para describir “organismos y
sustancias que contribuyen a un balance microbiano intestinal”.
El origen de la palabra probiético, viene de dos palabras griegas

que significan “para la vida”. s°

La creencia en los efectos benéficos de los probidticos,
viene iniciaimente, del argumento de Metchnikoff en 1907, en el
sentido de que la longevidad de campesinos bulgaros, estaba

relacionada con su consumo de grandes cantidades de leche

fermentada con organismos tales como Lactobacillus

acidophillus. Metchnikoff especulaba que microbios nocivos en

el tracto intestinal excretaban sustancias que eran daninas para
el organismo. A través de la ingestion de organismos benéficos,
los cuales creia que estaban contenidos en el yoghurt, se podia
mejorar el ambiente intestinal mediante lo que hoy se llama
“manipulaciéon de la poblacién microbiana”. A través de la
administracion constante de organismos benéficos en la dieta, la

colonizacién del tracto gastrointestinal por patogenos causantes
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de enfermedad o bien organismos nocivos, era prevenida, y por

consiguiente, se mejoraba la salud y las expectativas de vida. *°

La microbiologia del tracto digestivo de los monogastricos
ha sido ampliamente revisada. 2431.48.72 Se describe al ecosistema
intestinal como una unidad abierta, integrada e interactiva,
conteniendo muchos habitats. Dentro de las primeras horas de
vida, una pequefa poblacion de microorganismos coloniza el
tracto. La secuencia de eventos durante esta colonizacion no es
igual para todas las especies. En la mayoria de los animales, los
organismos que colonizan inicialmente son: cepas no patoégenas
de £. coli, Streptococcus sp., Clostridium sp. y Lactobacillus sp.
Posteriormente, como las bacterias facultativas eliminan el
oxigeno, los anaerobios microaerofilicos llegan a ser los
dominantes. 773 Muchos tipos diferentes de bacterias anaerobias
estan presentes en el tracto digestivo normal de los animales
monogastricos. De acuerdo a algunos estudios, 3! las principales
especies pueden ser clasificadas en tres diferentes grupos, la
flora principal, la flora concomitante y la flora residual. El
principal grupo, el cual representa mas del 90 % del total, son la

mayoria anaerobios obligados (bifidobacterias, lactobacilos y
23




bacteroides). €l grupo concomitante o acompanante (menos de

1 % anaerobios facultativos) esta compuesto principalmente por

Escherichia coli y enterococos. El grupo residual (menos de
0.01 %) incluye organismos del género Clostridium sp., Proteus
sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., levaduras del género

Candida y otras especies de bacterias patogenas y no

patégenas. Sin embargo, la microflora normal de las diferentes
especies animales, no es igual y cada parte del intestino tiene

una coleccion tnica de microorganismos. 72

Bajo condiciones ideales, la microflora intestinal es capaz
de funcionar en un papel de apoyo para la proteccién de
enfermedades y digestion de nutrientes. Trastornos en esta flora
intrinseca, son creados por condiciones pobres de higiene en el
lechén recién nacido: las tensiones (estrés) de sistemas de
manejo intensivo, y en algin grado, el uso de antibidticos, el
estado de tensién en un animal resulta comunmente, en un
incremento del pH intestinal, favoreciendo la proliferacion de
patdgenos intestinales. En general, es el cerdo mas joven el mas
susceptible a trastornos digestivos, y por lo tanto, el mas

prometedor a responder a los probiéticos y la acidificacion de la
24




dieta. 5 Los efectos benéficos de los probidticos pueden ser
mediados por un efecto antagdnico directo en contra de grupos
de organismos especificos, produciendo un decremento en
nimero, o por algiun efecto sobre su metabolismo, o por ia

estimulacion de la inmunidad. 3°

MECANISMOS DE ACCION DE LOS PROBIOTICOS

1. Disminucién de la cantidad de bacterias por:
a) Produccion de compuestos antibacterianos.
b) Competencia por nutrientes.
c) Competencia por sitios de adhesion.
d) Modificacion de las condiciones de pH y relacion
0. y COa.
2. Alteracion del metabolismo bacteriano.
a) Incremento en la actividad enzimatica.
b) Decremento en la actividad enzimatica.
3. Estimulacién de la inmunidad.
a) Incremento de los niveles de anticuerpos.

b) Incremento en la actividad de macréfagos. 30
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La disminucion de la cantidad de bacterias puede ser
debida a la produccién de sustancias antibacterianas. La
elaboracion de sustancias similares a los antibioticos, por
Lactobacillus sp., incluyen bacteriocinas bien caracterizadas (p.
ej. nisina, reuterina, acidolina, bulgaricina, etc.), sustancias
similares a bacteriocinas y otros antagonistas como el peroxido
de hidrogeno y ciertos acidos organicos. 45 El espectro de
inhibicion varia; algunas bacteriocinas inhiben solamente
bacterias Gram positivas, mientras que la acidolina inhibe
algunas especies de Gram positivas y Gram negativas y la

reuterina inhibe a todas las bacterias, levaduras y hongos. 53¢

El pH bajo se considera como el mayor mecanismo por el
cual as bacterias productoras de acido lactico (principalmente
Lactobacillus sp., Bifidobacterium sp. y Streptococcus sp.)
inhiben el crecimiento in vivo e in vitro de algunas bacterias
facultativas y anaerobias. La presencia del calostro en el
intestino delgado de los lechones neonatos origina un ambiente
acido en la luz del intestino, el cual inhibe {a produccién de

enterotoxinas de las bacterias patdgenas. 2.58
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La hipdtesis de la competencia en la luz intestinal entre
las bacterias residentes y las invasoras, se deriva de las
observaciones en cultivos en donde éstas compiten por los
nutrientes. Se ha postulado que una flora bacteriana protectora
consiste en un grupo diverso de microorganismos capaces de
usar todas las fuentes potenciales de carbono en un ambiente
particular. Si un organismo exdgeno intenta ingresar a un
ambiente donde no hay recursos energéticos disponibles, sera
incapaz de colonizar. Sin embargo, no hay datos suficientes que

aporten evidencias para tal competencia en el intestino, 3136

Otro mecanismo para prevenir la colonizacion por
patégenos es la competencia por los sitios de adhesién sobre la
superficie epitelial del intestino. 3¢ Evidencias indirectas para tal
competencia se derivan de estudios en donde se recolectaron

lavados homogeneizados a partir del contenido intestinal de

lechones tratados con L. factis, y se demostré que habia mayor

cantidad de lactobacilos y poca cantidad de E. cofi, que en los

lechones con diarreas y/o en los lechones no tratados. 32 Esta
clase de evidencias sugieren que es deseable usar cepas

adherentes cuando se elaboran probioticos. Sin embargo, se
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debe tener en cuenta que la adhesion es un fenémeno especifico
del huésped, 829 y que la adhesi6n varia entre cepas de la misma
especie. 8 También puede ser influenciado por las condiciones

de crecimiento y el medio usado. '7

La manera en la que los lactobacilos pueden influenciar el
metabolismo microbiano, se demostré utilizando L. acidophillus
en el hombre, en donde se suprimié la actividad de la
p-glucuronidasa, nitroreductasa vy azoreductasa. 32 Los
probidticos también tienen influencia incrementando la actividad
de enzimas (tiles como la p-galactosidasa, en el tratamiento de

la intolerancia a la lactosa. 3°

Los animales convencionales con una flora intestinal
completa, tienen una mayor actividad fagocitaria y niveles de
inmunoglobulinas, comparados con los animales libres de

microorganismos. 2

Se ha demostrado gue los lactobacilos incrementan la
cantidad de anticuerpos cuando se administraron a ratones

libres de microorganismos, estimulando también la actividad

fagocitaria. &%
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Para que las bacterias produzcan esta clase de efectos
sistémicos, es necesario que migren del intestino a Ia
circulacidon. La translocacion de las bacterias desde el intestino
hasta los nodos linfaticos mesentéricos y a otros oOrganos
corporales juega un papel importante en la presentacion
inmunolégica de las bacterias intestinales a los tejidos linfoides
asociados al tracto intestinal. Los lactobacilos pueden

translocar 19 y pueden sobrevivir varios dias en el bazo, higado y

pulmones. 16

Los resultados obtenidos con lactobacilos administrados
parenteralmente son de relevancia para entender los efectos de
los probidticos. Por ejemplo, (. case/ y L. plantarum
administrados  parenteraimente, estimulan la actividad
fagocitica. 79 Sin embargo, estos hallazgos de efectos sistémicos
sobre la inmunidad indican que los probiéticos tienen el
potencial, no solo de afectar el balance de la flora intestinal,
sino de influir en la patogénesis de enfermedades que ocurren

en tejidos mas alla del tracto intestinal. 30




La introduccién de flora intestinal de animales adultos
sanos en los animales jovenes, los hace resistentes a

infecciones, cuando posteriormente son desafiados con

Salmonella sp., 62 Vibrio cholerae, 73 Shigella sp., 3¢ Clostridium

difficile, 68 C. botulinum, s’ Lawsonia intracelularis, 27 este

proceso de inhibicién es conocido como el “concepto Nurmi” o
de “exclusion competitiva”; 556 “antagonismo bacteriano”, 2®
“interferencia bacteriana”, 25 “efecto barrera” 2% y “resistencia por
colonizacién”, 78 son términos que describen el mismo
concepto. Esto significa que, las diferentes especies de bacterias
de la flora intestinal de animales sanos, compiten por los sitios
de unidén, adn libres, en la mucosa intestinal de los animales

jovenes, y excluyen a todas aquellas especies potencialmente

patdégenas. 51.66

La creciente cantidad de evidencias sugiere que ciertos

microorganismos, tales como Lactobacillus  casei y

Streptococcus faecalis, pueden ayudar a mantener un perfil
microbiano favorable en el intestino, ya sean como parte de una

poblacién natural o como un suplemento microbiano en la dieta.

Como parte de la flora natural, pueden ejercer efectos benéficos
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a través de la exclusion competitiva y la produccion de acido

lactico. 52

Dadas las caracteristicas digestivas de los cerdos, y la
particular deficiencia en el sistema inmune de los neonatos, el
uso de probidticos es especialmente til en los lechones en
produccién intensiva; se podrian disminuir muchos de los
problemas entéricos y bien puede ser tomado como modelo
experimental comparativo con la especie humana. En el presente
estudio se evaluaran histolégicamente los efectos que un
probidtico experimental origina sobre tejidos linfoides en
lechones de 15 dias de edad, con la finalidad de determinar

cémo se modifica la inmunidad en esta especie animal.
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2. OBJETIVOS DE LA TESIS

2.1 GENERALES:
Valorar los cambios histolégicos que ocurren en los
tejidos linfoides de lechones colonizados con Lactobacillus casei

y Streptococcus faecalis (probiodtico experimental).

2.2 PARTICULARES:

Evaluar histolégicamente las muestras de organos
linfoides de los grupos de lechones tratado y testigo, a partir de

la tincién de rutina HE (Hematoxilina-Eosina).

Determinar, en ambos grupos, la presencia y cantidad de
linfocitos activados y de granulocitos eosindfilos en los tejidos
linfoides, por medio de las tinciones de verde metil pironina y la

de carbol crométropo, especifica para eosinéfilos.
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3. HipOTESIS

La utilizacion de probidticos en lechones induce cambios
positivos significativos detectables histologicamente en los

tejidos linfoides del lechén.

4. DISENO EXPERIMENTAL

El grupo experimental de este trabajo, se formé por 5
lechones que fueron elegidos al azar de S5 camadas que
recibieron el probidtico, una toma diaria durante los tres
primeros dias de vida (el probidtico utilizado, fue una mezcla de
Lactobacillus caseiy Streptococcus faecalis (10° UFC/ml), en una
proporcion de 2:1, resuspendido en caldo de cultivo). Todos los
lechones fueron calostrados y procedian de cerdas de primer
parto. El grupo testigo, con el cual se comparan los resultados
del grupo anterior, se formd con 5 lechones elegidos también al
azar de 5 camadas que recibieron un placebo. A los 15 dias se
sacrificaron por electrocucidn; se realizé la necropsia y se
tomaron las siguientes muestras para su estudio histolégico:

duodeno, yeyuno, ileon, linfonodo mesentérico posterior y bazo
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(para todas las muestras, las porciones de tejido recolectadas,
fueron siempre de la misma region anatomica), y se conservaron
en paraformaldehido durante 24 horas, y posteriormente, en
alcohol al 70 % hasta su procesamiento histolégico, para
obtener cortes a los que se les realizaron las tinciones de rutina
de hematoxilina-eosina (HE); la tincion para identificar células
plasmaticas de verde metil pironina y la tincién especifica para

granulocitos eosindfilos.

Para las evaluaciones histologicas de los tejidos linfoides,
se aprovecharon las facilidades otorgadas por los laboratorios
de Histopatologia Veterinaria y Analisis Clinicos, de la Facultad
de Estudios Superiores Cuautitlan de la UNAM, y del laboratorio
de Inmunologia Molecular de |a Escuela de Ciencias Bioldgicas

del IPN.

Para el analisis de los datos obtenidos de la evaluacion de
los tejidos, se utilizé el programa estadistico Execustat, version
3.0. de cada variable evaluada se obtuvieron 10 repeticiones de
conteos por tejido y tener 50 repeticiones por grupo. De los dos
grupos de datos, uno conteniendo el de los lechones tratados, y
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el otro con los datos de los lechones testigo, se obtuvo el
promedio, desviacién estandar y comparacion de medias, con la

cual se determind la existencia de diferencia estadistica.

5. MATERIAL Y METODOLOGIA

De cada individuo se contdé con muestras de porciones de
drganc semejantes, en cuanto a localizacion, de: duodeno,
yeyuno, ileon, linfonodo mesentérico posterior y bazo. Las
muestras incluidas en parafina de los grupos de animales
tratado y testigo se cortaron en un micréotomo, con un grosor de
entre 4 y 5 micras. Los cortes utilizados se colocaron en un
bafio de flotacién a 37°C con gelatina previamente disuelta, para
que se extendieran y adhirieran al portaobjetos, con el cual se
recogieron. Después, se dejaron secar durante 10 minutos sobre
una parrilla a 37°C. Posteriormente, para tefir los cortes, se
desparafinizaron e hidrataron, por lo que, se hicieron pasar en
xilol y en cambios de alcohol, en concentracion descendente. Se
tifieron con cada una de las tres tinciones histologicas, teniendo
para cada oérgano vy coloracion un corte histolégico

(apéndice). 18.74
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Ya con las muestras de tejido linfoide e intestino tenidas,
se procedid primeramente a revisarlas con la tinciéon de rutina,
posteriormente con la tincion de VMP y al final con la tincion
especial para granulocitos eosin6filos. Todas las observaciones
y evaluaciones las realizé una persona, utilizando un
microscopio optico y en algunas de las variables un ocular con

escala graduada y contador leucocitario convencional.
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5.1 DUODENO y YEYUNO

5.1.1 LINFOCITOS INTRAEPITELIALES. De los aspectos
considerados importantes para estos segmentos intestinales
tefiidos con HE, se vreviso la cantidad de linfocitos
intraepiteliales; este dato se expresa en porcentaje, ya que se
contaron 100 células del epitelio intestinal, considerando
enterocitos y linfocitos entre estos enterocitos. Para tal conteo
se utilizd el objetivo seco fuerte (X320), y se seleccionaron 10
vellosidades aleatoriamente de diferentes areas de la mucosa.
Para facilitar la evaluacion celular cuantitativa, se utilizé un

contador leucocitario.

5.1.2 CELULAS PLASMATICAS. Otro de los aspectos
importantes en esta porcion de tejido con la misma tincién fue
la presencia de células plasmaiticas en la lamina propia. Se
cuantificaron las células por campo, con un aumento X320,
(objetivo seco fuerte), de 10 campos elegidos aleatoriamente en

el tejido.
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Con la tincion especial de VMP, se cuantificaron las
células positivas en la lamina propia de éstas porciones
intestinales, eligiendo 10 campos con el objetivo seco fuerte
(X320) aleatoriamente. Como células positivas se consideraron
aquellas de citoplasma homogéneo con coloracién roja y nucleo

azul verdoso.

5.1.3 GRANULOCITOS EQSINGFILOS. De manera similar
al conteo de células plasmaticas se evaluaron los granulocitos
eosinofilos, para lo que se eligieron aleatoriamente 10 campos
con el objetivo seco fuerte (X320) y se determind la presencia

numeérica de éstas células en cada uno de ellos.

Con la tincion especifica para granulocitos
easindfilos, se contaron las células positivas a esta tincion por
campo con el objetivo seco fuerte (X320), de un total de 10
campos elegidos aleatoriamente. La reaccion positiva de las
células esti determinada por la granulacién rojiza del
citoplasma y el nucleo segmentado o lobulado de tonalidad

azul,




5.2 iLEON

En el ileon, ademas de evaluar lo mencionado para el caso
de duodeno y yeyuno, se consideraron la cantidad y tamafio de
los foliculos linfoides de las placas de Peyer. En el caso de la
cantidad, se cuantificaron los foliculos que formaban a la placa
de Peyer en su totalidad; en cuanto a su tamaino, se utilizé una
lente con escala graduada, colocada en el ocular del
microscopio, y con el objetivo seco débil (X80), se midié el
diametro de 10 foliculos linfoides elegidos aleatoriamente, para
posteriormente, determinar el area a milimetros cuadrados de

estas estructuras para los 10 lechones.

5.2.1 MICROMETRIA. Para la utilizacion de la lente
graduada, con la ayuda de la cuadricula de una camara de
Neubauer, se determiné la equivalencia de la unidad de la escala
de ésta lente, donde un milimetro equivalia a 7.2 unidades de la
lente {un milimetro = 7.2 unidades). La mayoria de los foliculos
linfoides presentaban una forma de corte circular, donde se
utilizé la férmula =nr2; algunos otros presentaban cortes

elipticos, para este caso se aplicé la formula nab/4, en donde,
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para ambos casos, n=3.1416; r = radio de la estructura circular,
a = eje mayor de la estructura eliptica, b = eje menor de la

elipse (esquema 1).

o
N

ESQUEMA 1.

Esquema 1. Se presentan de manera grafica las longitudes

que se midieron para los foliculos linfoides cuando
presentaron forma circular y forma eliptica; r= radio;

a= eje mayor; b= eje menor.

5.2.2 Domos. Se determiné el numero de estas

estructuras en la totalidad del corte histolégico, para todas las

muestras en los 10 lechones, utilizando el objetivo seco débil

(X80).
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5.3 LINFONODOS MESENTERICOS

5.3.1 FoLicuLos LINFOIDES. Para ambos tipos de
foliculos linfoides (primarios y secundarios), se evalud la
cantidad encontrada por campo observado con el objetivo seco
débil (X80), de un total de 10 campos elegidos aleatoriamente
para cada lechon. La forma de identificar ambos tipos de
foliculos, se basd en las caracteristicas propias de cada uno.
Para el caso de los foliculos linfoides primarios, los cumulos en
forma redondeada de células linfocitarias (nacleos de cara
cerrada) en la médula del 6rgano; para el caso de fos foliculos
linfoides secundarios, la presencia de un cumulo de células
linfoblasticas (nucleos de cara abierta) al centro de los foliculos

linfoides (centro germinativo).

Asimismo, el tamafio que presentaron estos folicuios
linfoides en el corte histolégico fue medido con la ayuda de la
lente graduada, determinando el area en milimetros cuadrados,
como fue descrito para el caso de los foliculos linfoides de las
placas de Peyer, tomando en cuenta 10 de estas estructuras

para cada lechdn.
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5.3.2 GRANULOCITOS EOSINGFILOS. Con la tincidon de
HE se hizo el conteo de células granulares eosinofilas en los
senos linfaticos medulares y subcapsulares, que se localizaron
entre los foliculos linfoides, por campo observado con el
objetivo seco fuerte (X320), tanto en corteza como en médula,
de un total de diez campos por cada lechdn. Posteriormente, se
evalué la cantidad de éstas células observadas con la coloracién
especifica de carbol crométropo 2R, con el mismo objetivo seco

fuerte.

5.3.3 CELULAS PLASMATICAS. Utilizando la tincién
especial, se cuantificé el nimero de células positivas para la
tincién de VMP, tanto en corteza como en médula, por campo
observado con el objetivo seco fuerte (X320}, en 10 campos por

muestra de cada lechon.
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5.4 BAZO

5.4.1 VAINAS  PERIARTERIALES. En  los  cortes
histoldgicos de bazo, las estructuras inmunes que se evaluaron,
fueron las vainas periarteriales, en particular la cantidad y el
desarrollo. Para determinar la cantidad de vainas periarteriales
en el corte histolégico, se cuantificd el numero de éstas por
campo observado con el objetivo seco débil, de un total de 10

campos elegidos aleatoriamente para cada lechon.

Para la estimacion del tamano, fue necesario utilizar
la lente graduada y calcular el area aproximada de estas
estructuras en milimetros cuadrados. El método y formulas
utilizadas fueron iguales a las explicadas en el calculo de areas

de foliculos linfoides de placas de Peyer.

5.4.2 CELULAS PLASMATICAS. Se encontraron cimulos
de células plasmaticas en la pulpa roja del bazo, por lo que se
procedié a cuantificar el nimero de éstos focos. Se observaron
con el objetivoc seco débil (X80), eligiendo 10 campos

aleatoriamente en todo el corte. Posteriormente, con el objetivo
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seco fuerte (X320), de 10 focos, se determind la cantidad de

células plasmaticas que formaban esos cimulos.

Con la tincion especial de VMP, se contaron las células
positivas encontradas en 10 campos aleatoriamente con el

objetivo seco fuerte (X320).

5.4.3 GRANULOCITOS EOSINOFILOS. Para el caso de la
tincidén especifica para granulocitos eosindfilos, de manera
similar, en 10 campos aleatoriamente, con el objetivo seco

fuerte (X320), se cuantificaron las células positivas a la tincion.
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6. RESULTADOS

Cada grupo de datos fue analizado estadisticamente con
el programa de codmputo Execusat version 3.0, mediante el cual,
por analisis de dos muestras y diferencia de medias, se
determind qué variables presentaban significancia. De cada
variable, se agruparon las 50 repeticiones de cada conteo por
campo para cada uno de los dos grupos que se trabajaron. Se
derivdo asi, una serie de resultados para cada una de las
estructuras descritas en Jla metodologia, datos que se

mencionan a continuacion:

6.1 DUODENO

Las evaluaciones realizadas en el duodeno con la tinciéon
de HE, indicaron una mayor cantidad porcentual de linfocitos
intraepiteliales a favor del grupo tratado con el probiotico
experimental (fotografia 1), diferencia que resuitd significativa al

comparar las medias de las dos muestras (p<0.001) (grafica 1).

La cantidad de células pironindfilas (fotografia 3) y de
granulocitos eosinéfilos observados con el objetivo seco fuerte

45




(X320) con la coloracion HE en la lamina propia (fotografia 3),
fue mayor en el grupo testigo, con un nivel de significancia de

p<0.05 y de p<0.005, respectivamente (graficas 2 y 3).

Para la cantidad de céluias plasmaticas cuantificadas con
la tincion de HE, en la lamina propia, y de granufocitos
eosinéfilos observados con la tincion especial (fotografia 4), no

hubo diferencia estadistica entre los grupos.

Los resultados obtenidos para cada una de las variables

evaluadas en este segmento, se muestran en el cuadro 6.1.
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CUADRO 6.1. RESULTADOS DE LAS VARIABLES EVALUADAS EN
DUQDENQ DE LOS 5 ANIMALES DE CADA GRUPO

LIE: Linfocitos intraepiteliales; CP: Células plasmdticas; HE:
Hematoxilina-Eosina; VMP: Verde Metil Pironina; CC2R: Carbol
Cromédtropo 2R; x: Promedio; s: Desviacidon estandar. Literales iguales
entre los promedios () indica que no hay diferencia estadistica
significativa. Literales diferentes (2b} indica hay diferencia entre los
tratamientos.

Cuadro 6.1. Se muestran los resultados obtenidos
en las evaluaciones histologicas del duodeno de los cinco
animales de cada grupo, observadas con las coloraciones
HE, VMP y CC2R; los promedios y desviaciones estandar,
se calcularon de les 50 datos obtenidos de cada una de
las variables (10 datos para cada uno de los cinco
lechones). La cantidad de LIE se expresa en %; el numero
de CP, células activadas y granulocitos eosinéfilos son los
cuantificados por campo observado con el objetivo seco
fuerte (X320).
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CANTIDAD PROMEDIO DE LINFOCITOS INTRAEPITELIALES
EN DUODENO DE AMBOS GRUPOS DE ANIMALES

B TESTIGO
E TRATADO

% LIE

GRAFICA 1. Esta grafica muestra la cantidad porcentual de linfocitos
intraepiteliales (LIE) en la mucosa de duodeno del grupo de lechones tratado y
testigo. El eje de las ordenadas representa la cantidad porcentual de LIE; el eje de
las abscisas muestra el promedio de los dos grupos de datos.

CANTIDAD PROMEDIO DE CELULAS POSITIVAS A LA
TINCION VMP EN LP DE DUODENO DE AMBOS GRUPOS DE
ANIMALES

—-
(=
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B TRATADO
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#CEL. ACTIVADAS/CAMPO
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GRAFICA 2. La grafica muestra |a cantidad de células activadas en la lamina
propia del duodeno, en los lechones del grupo tratado y testigo, observadas con
la tincién de Verde Metil Pironina (VMP). El eje de las abscisas presenta el
promedio para los dos grupos de animales. El eje de las ordenadas muestra la
cantidad de células activadas por campo cbservado con el objetivo seco fuerte

(X320).
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CANTIDAD PROMEDIO DE GRANULOCITOS EQSINOFILOS
EN LP DE DUODENO DE AMBOS GRUPOS DE ANIMALES

—-
F-3

[y
N

BITESTIGO
B TRATADC

10

.

#EOSINOFILOS/CAMPO

Grafica 3. La grafica muestra la cantidad de granulocitos eosinofilos en la
lamina propia (LP) del duodena, cuantificados con la tincién de HE. El eje de las
abscisas presenta los promedios de los dos grupos de animales. Ei eje de las
ordenadas muestra la cantidad de granulocitos eosindfilos por campo observado
con el objetivo seco fuerte (X320).
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Fotografia 1. Como una de fas primeras lineas de defensa celular en
la mucosa intestinal, los linfocitos intraepiteliales (LIE) fueron una de las variables
a evaluar en este trabajo, Las muestras histolégicas de los segmentos intestinales
de duodeno, yeyuno e ileon del grupo de animales tratados con el probiGtico
experimentai, presentaron mayor cantidad de LIE, mejorando esta primer linea de
defansa de tipo celular. Duodeno, Lechdn tratado. Coloracién HE. X320.

Fotografia 2. El desarrolio de ias placas de Peyer es mas aparente en
el grupo de lechones tratados con el probidtico experimental, debido al estimulo
sobre los folicules linfoides (FL) de este tejido asociado a la mucosa de ileon; de
igual manera, la cantidad de domes {0} en a mucosa fue mayor en los lechones
del grupo tratado. fleon. Lechén tratado. Tincién HE. X80.
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6.2 YEYUNO

De las variables evaluadas en las muestras de yeyuno,
solo la cantidad de células pironindfilas por campo observado
con el objetivo seco fuerte {X320) (fotografia 3), presenté una
diferencia significativa, a favor del grupo tratado (p<0.005)

(grafica 4).

Para el grupo tratado, después de cuantificar las células
en 10 campos observados aleatoriamente con el objetivo seco
fuerte (X320), y promediar los 50 datos de los 5 animales de
cada grupo, la cantidad porcentual de LIE y de células
plasmaticas en lamina propia, observadas con la coloracion HE,

no presentaron diferencia significativa entre los grupos.

Los datos obtenidos para cada una de las variables

evaluadas en este segmento se muestran en el cuadro 6.2.
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CUADRO 6.2. RESULTADOS DE LAS VARIABLES EVALUADAS EN
YEYUNO DE LOS 5 ANIMALES DE CADA GRUPO

LIE: Linfocitos intraepiteliales; CP: Células plasmaticas; HE:
Hematoxilina-Eosina, VMP. Verde Metil Pironina, CC2ZR. Carbol
Crométropo 2R; x: Promedio; s: Desviacion estandar. Literales iguales
entre los promedios (22) indica que no hay diferencia estadistica
significativa. Literales diferentes (%) indica hay diferencia entre los
tratamientos.

Cuadro 6.2. Se muestran los resultados obtenidos
de las evaluaciones histoldgicas del yeyuno de los cinco
animales de cada grupo, observadas con las coloraciones
HE, VMP y CC2R; los promedios y desviaciones estandar,
se calcularon de los 50 datos obtenidos de cada una de
las variables {10 datos para cada uno de los lechones). La
cantidad de LIE se expresa en %; el numero de CP, células
activadas y granulocitos eosindfilos son los cuantificados
por campo observado con el objetivo seco fuerte (X320).
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CANTIDAD PROMEDIO DE CELULAS POSITIVAS A LA
TINCION VMP EN LP DE YEYUNO DE AMBOS GRUPOS DE

ANIMALES

B TESTIGO
B TRATADO

CELS. ACTIVADAS VMP/CAMPO

GRAFICA 4. Esta grafica muestra la cantidad de células pironinéfilas
en la lamina propia de yeyuno, observadas con la técnica especial de Verde
Metil Pironina (VMP). B! eje de las abscisas presenta los promedios para
ambos grupos. El eje de las ordenadas muestra la cantidad de células
activadas por campo observado con el objetivo seco fuerte (X320).

6.3 iLEON

La evaluacién de la cantidad de domos en la mucosa de
fleon observadas con la tincion de HE (fotografia 2), fue de las
variables que presenté una diferencia estadistica significativa a
favor del grupo de lechones tratados. Mientras que en el grupo
testigo se encontré en promedio 10.44+2.08 domos, en el grupo
tratado se encontraron 11.8+2.06 domos en la mucosa de este
organo (p<0.001) (grafica 5).
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La cantidad porcentual de LIE observada con la tincién de
HE, no mostré diferencia significativa entre los dos grupos. De
manera similar, la evaluacion de la cantidad de células
plasmaticas en la lamina propia, observada con HE, células
pironindfilas, granulocitos eosinofilos observados con HE y con
la tincion de carbol crométropo 2R, mostraron diferencias que

no resultaron estadisticamente significativas.

La cantidad de los foliculos linfoides de las placas de
Peyer en este segmento, no presentd diferencia estadistica
significativa. El area de las mismas estructuras, fue también otra
de las variables, en la que el grupo tratado no mostré un

incremento, comparado con aquellos del grupo testigo.

Los datos obtenidos para cada una de las variables

evaluadas en este segmento se muestran ep el cuadro 6.3.
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CUADRO 6.3. RESULTADOS DE LAS VARIABLES EVALUADAS EN {LEON DE
LOS 5 ANIMALES DE CADA GRUPO

LIE: Linfocitos intraepiteliales; CP: Células plasmaticas; HE: Hematoxilina-
Eosina; VMP: Verde Metil Pironina; CC2R: Carbol Crométropo 2R; FL: Foliculos
linfoides: PP: Placa de Peyer; x: Promedio; s: Desviacion estdndar. Literales iguales
entre los promedios (22) indica que no hay diferencia estadistica significativa.
Literales diferentes (ab) indica que hay diferencia entre los tratamientos.

Cuadro 6.3. Se muestran los resultados obtenidos de las
evaluaciones histolégicas del ileon de los cinco animales de cada
grupo, observadas con las coloraciones HE, VMP y CC2R; los
promedios y desviacicnes estdndar, se calcularon de los 50 datos
obtenidos de cada una de las variables (10 datos para cada uno de
los lechones). La cantidad de LIE se expresa en %; el numero de CP,
células activadas y granulocitos eosinéfilos son los cuantificados
por campc observado con el objetivo seco fuerte (X320); la
cantidad de domos y de FL de la PP son los cuantificados en la
totalidad del corte, observados con e objetive seco débil (X80); el
area de los FL se expresa en mm2,
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CANTIDAD PROMEDIO DE DOMOS EN LA MUCOSA DE
ILEON EN AMBOS GRUPQS DE ANIMALES

7

# DOMOS EN ILECN

BITESTIGO
B TRATADO

GRAFICA 5. La grafica presenta el nimero total de domos encontrados
en la mucosa de fleon de los dos grupque no hayos de lechones. El eje de
las abscisas presenta los promedios de los dos grupos de animales. El eje
de las ordenadas muestra la cantidad total de domos presentes en la
mucosa de ileon.

6.4 LINFONODO MESENTERICO POSTERIOR

En la revision de los cortes histolégicos de linfonodos
mesentéricos, la cantidad de foliculos linfoides primarios (FLP)
presentes en las muestras (fotografia 5), fue significativamente
mayor en el grupo de lechones testigo (p<0.01), en donde, en
promedio, se cuantificaron 692 + 3.06 FLP por campo
observado con el objetivo seco débil (X80), de un total de 10

campos elegidos aleatoriamente para cada lechdn, en tanto que
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en el grupo tratado, en promedio se cuantificaron 4.86 + 4.58

FLP (grafica 6).

Por otra parte, la cantidad de foliculos linfoides
secundarios (FLS), no presenté una diferencia significativa entre
los grupos. Sin embargo, al calcular el drea tanto de FLP como
de FLS, los linfonodos de los lechones del grupo tratado,
presentaron foliculos mucho mas grandes (p<0.001), con
valores promedio de 7.13x10-2 + 5.68x10-2 mm2, comparados
con aquellos del grupo testigo, 3.27x10-2 + 2.437x10-2 mm?

(grafica 7).

La cantidad de células pironindfilas localizadas entre los
foliculos linfoides, mostré una diferencia significativa (p<0.01) a
favor del grupo de lechones tratado (grafica 8); no asi para la
cantidad de células pironinéfilas en la zona cortical, donde la

diferencia no resulto significativa.

La cantidad de granulocitos eosindfilos evaluada con la
tincion de HE, no mostré diferencia significativa entre los
grupos; lo mismo al ser cuantificados con la tincion especial de

carbol cromotropo 2R.
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Los resultados de los analisis estadisticos de las variables

evaluadas en este drgano se muestran en el cuadro 6.4.

CUADRO 6.4. RESULTADOS DE LAS VARIABLES EVALUADAS EN LINFONODO
MESENTERICO POSTERIOR DE LOS 5 ANIMALES DE CADA GRUPO

1os: Primarios; 2o0s: Secundarios; ZC: Zona Cortical, ZM: Zona
Medular: HE: Hematoxilina - Eosina; VMP: Verde Metil Pironina; CC2R:
Carbol Crométropo 2R; x: Promedio; s: Desviacién estandar. Literales
iguales entre los promedios (22) indica que no hay diferencia estadistica
significativa. Literales diferentes (%) indica que hay diferencia entre los
tratamientos.

Cuadro 6.4. Se presentan los resultados obtenidos
de las evaluaciones histolégicas de los linfonodos
mesentéricos de los cinco animales de cada grupo,
observadas con las coloraciones HE, VMP y CC2R; los
promedios y desviaciones estandar, se calcularon de los
50 datos obtenidos para cada una de las variables (10




datos para cada uno de los lechones). Para ambos tipos
de foliculos linfoides se evalud la cantidad encontrada por
campo observado con el objetivo seco débil (X80); el area
de las mismas estructuras se expresa en mm2 y la
cantidad de células, tanto pironinéfilas como granulocitos
eosinodfilos, representa las cuantificadas por campo
observado con el objetivo seco fuerte (X320).

CANTIDAD PROMEDIQ DE FOLICULOS LINFOIDES
PRIMARIOS EN LMP EN AMBOS GRUPOS DE ANIMALES

o
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[
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GRAFICA 6. La grafica presenta los resultados de Jja cantidad de
foliculos linfoides primarios en los linfonodos mesentéricos posteriores
(LMP) de los dos grupos de animales. En el eje de las ordenadas se muestra
el nimero de estas estructuras por campo observado con el objetivo seco
débil (X80), y en el eje de las abscisas, los promedios de los dos grupos de
animales.
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AREA PROMEDIO DE FOLICULOS LINFOIDES EN LMP DE
CADA GRUPO DE ANIMALES

2

B TESTIGO
ETRATADO
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GRAFICA 7. La grafica presenta el irea, determinada en milimetros
cuadrados, de los foliculos linfoides de los linfonodos mesentéricos
posteriores (LMP). En el eje de las ordenadas se muestra el area de los
foliculos linfoides, y en el eje de las abscisas, los promedios de cada grupo.

CANTIDAD PROMEDIO DE CELULAS POSITIVAS A LA
TINCIGN VMP EN ZM DE LMP EN AMBOS GRUPOS DE

ANIMALES
140
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GRAFICA 8. Se presentan los resultados de la cantidad de células
positivas a la tincién de Verde Metil Pironina (VMP), en la zona medular
(ZM) de los linfonodos mesentéricas posteriores (LMP). En el eje de las
ordenadas se muestra la cantidad de estas células, mientras que en el eje
de las abscisas, los promedios de cada grupo.
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Fotografiz 3, La técnica especial de Verde Meti Pironina, tifie aquellos
linfocitos  activados (células plasmdticas), células que sintetizan las
inmunoglobulinas. Las células pironindfilas presentan un citoplasma de color rojo,
y un nicleo ovoide excéntrico de color verde-azul. La mucina, presente en el
citopiasma de los exocrinocitos caliciformes presenta también reaccion positiva a
la coloracién. LAming propia yeyuno. Lechdn tratado. X80C.

Fotografia 4. La coloracidn especial para granulocitos eosindfilos
{carbol crométropo 2R), permite observar la localizacién de estas céiulas en los
cortes histoldgicos. Al centro de |a imagen se observan 4 células con la
caracteristica forma lobulada de su ndcleo y los granulos rojos citoplasmaticos.
Submucosa de yeyuno. Lechdn tratado. X800.
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6.5 Bazo

Las variables evaluadas en el bazo, son las que presentan
méas diferencias significativas; para el caso de la cantidad de
focos de células plasmaticas observados con la tincion de HE,
fue mayor en los bazos de los lechones tratados con el
probidtico experimental (p<0.05), en promedio 8.52 + 5.39
focos de células plasmaticas por campo observado con el
objetivo seco débil (X80), y en el grupo testigo 5.8 + 6.61 focos
de células plasmaticas (grafica 9).

De manera similar, para el caso de la cantidad de celulas
plasméticas por foco, observadas con el objetivo seco fuerte
(X320), el grupo tratado presentd mayor cantidad de células que
el grupo testigo (p<0.005) (grafica 10).

Al observar la cantidad de células pironindfilas en el
parénquima esplénico, el grupo tratado presenté mayor
celularidad, en promedio 5.6 + 3.25 células por campo
observado con el objetivo seco fuerte (X320), mientras el grupo
testigo un promedio de 3.8 + 2.36 células (p<0.005) (grafica
11).

A pesar de que la cantidad de vainas periarteriales en el
parénguima del bazo (ver imagen 6), no fue una variable con
diferencia significativa, el area de estas estructuras fue mayor en
los lechones del grupo tratado (p<0.0001) (grafica 12).
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La cantidad de granulocitos eosinéfilos cuantificada con ia
tincion especial, no mostré diferencia significativa entre los
grupos.

Los resultados de las variables evaluadas en el
parénquima esplénico se muestran en el cuadro 6.5.
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CUADRO 6.5. RESULTADOS DE LAS VARIABLES EVALUADAS EN
PARENQUIMA ESPLENICO DE LOS 5 ANIMALES DE CADA GRUPO

CP; Células plasmadticas; HE: Hematoxilina-Eosina; VMP: Verde Metil
Pironina; VP; Vaina periarterial; CC2R: Carbal Cromoétropo 2R; x: Promedio;
s: Desviacién estandar. Literales iguales entre los promedios (23) indica que
no hay diferencia estadistica significativa. Literales diferentes (ab) indica
que hay diferencia entre los tratamientos.

Cuadro 6.5. Se presentan los resultados obtenidos de
las evaluaciones histoldgicas de los bazos de los cinco
animales de cada grupo, observadas con las coloraciones
HE, VMP y CC2R; los promedios y desviaciones estandar, se
calcularon de los 50 datos obtenidos para cada una de las
variables (10 datos para cada uno de los lechones). La
cantidad de focos de CP y VP son los cuantificados por
campo observado con el objetivo seco débil (X80); la
cantidad tanto de CP, células activadas y granulocitos
eosind6filos son las observadas por campo con el objetivo
seco fuerte (X320): el area de las VP se expresa en mmz,
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CANTIDAD PROMEDIO DE FOCOS DE CELULAS
PLASMATICAS EN BAZO EN AMBOS GRUPQOS DE ANIMALES

TESTIGO
W TRATADO

#FOCOS CP/CAMPO

GRAFICA 9. La grafica presenta los resultados de la evaluacién de la
cantidad de focos de células plasmaticas por campo observado con el objetivo
seco débil (X80) en el parénquima espiénico. En el eje de las ordenadas se
muestra la cantidad de focos de células plasmadticas (CP), y en el eje de las
abscisas, los promedios de los dos grupos.

CANTIDAD PROMEDIO DE CELULAS PLASMATICAS EN BAZO
DE AMBOS GRUPOS DE ANIMALES

BTESTIGO
R TRATADO

#CELS. PLASM./CAMPO

GRAFICA 10. La gréfica representa la cantidad de células plasmaticas por
campo observado con el objetivo seco fuerte (X320) en el parénquima esplénico,
comparada entre ambos grupos. En el eje de las ordenadas se muestra la cantidad
de estas células, y en el eje de las abscisas, 10s promedios de los dos grupos.

45




CANTIDAD PROMEDIO DE CELULAS POSITIVAS A LA
TINCION VMP EN BAZO EN AMBOS GRUPOS DE ANIMALES

TESTIGO
ETRATADO

#CELS. POSITIVAS/CAMPO

GRrAFICA V1. La grafica muestra los resultados comparativos de los dos
grupos de animales en la evaluacion de la cantidad de células positivas a la
tincién de Verde Metil Pironina (VMP) por campo observado con el objetivo seco
fuerte (X320) en el parénquima esplénico. En el eje de las ordenadas se muestra la
cantidad de estas células, y en el eje de las abscisas, los promedios de los dos
grupos.

AREA PROMEDIO DE VAINAS PERIARTERIALES EN BAZO DE
AMBOS GRUPOS DE ANIMALES
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0.005

Grafica 12. La grafica presenta los resultados comparativos entre los
grupos, de la evaluacién de las dreas de las vainas periarteriales (VP). En ei eje de
las ordenadas se muestra el drea de las VP en mm2, v en el eje de las abscisas,
los promedios de los dos grupos.
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Fotografia 5. La evaluacién histoldgica de los linfonodos mesentéricos
mostré mayor cantidad de foliculos linfoides primarios (FL1) en los tejidos dei
grupo de animales testigo, aunque en tamafio, tanto FL1 coma foliculos linfoides
secundarios (FL2), los linfonodos de los animales del grupe tratado con el
probidtico experimental presentaron comparativarmente mayor drea. Los FL1 se
diferencian de los FL2 por |a presencia de un centro germinative (célutas linfoides
con nucleos de cara abierta) y una corona de maduracién (célufas linfoides con
nicleos de cara cerrada) en estos Ultimos, ausentes en los FL1. Linfoncdo
mesentérico posterior. Lechdn tratado. Tincién HE. X80.

Fotografia 6. De las estructuras esplénicas que participan en la
respuesta inmune del animal, se encuentran las vainas periarteriales (VP),
formadas por linfocitos rodeando a la arteriola central o esplénica (A). El tamafio
de las VP (comprendido entre Ias flechas), fue mayor en el grupo de animales
tratado con el probidtico experimental, Bazo, Lechdn tratado. Tincidn HE. X320.
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CUADRO 6.6. RESUMEN DE LOS RESULTADOS ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVOS
OBTENIDOS EN EL ESTUDIO HISTOLOGICO DE LAS DIFERENTES MUESTRAS DE TEJIDO
LINFOIDE DE LOS LECHONES DE LOS CRUPOS TRATADO Y TESTIGO,

%: porcentaje de células; LP: laimina propia; VMP: verde metil pironina;
HE: hematoxilina-eosina; FL: foliculos linfoides; LMP: linfonodo mesentérico
posterior; ZM: zona medular; CP: células plasmaticas; VP: Vaina periarterial;
x: Promedio; s: Desviacion estandar.

Cuadro 6.6. Se presentan las variables que, después
del analisis estadistico, tuvieron una diferencia significativa
entre los grupos. Los datos incluidos son promedios,
desviaciones estandar y niveles de significancia (p) de cada

estructura y tejido obtenidos al estudio histolégico.
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7. DISCUSION

La cuantificacion de los LIE en los segmentos intestinales,
no mostré mayor presencia en los lechones a los que se les
administré el probidtico experimental, excepto en los
segmentos intestinales de duodeno, en donde la diferencia fue
altamente significativa. Considerando ios resultados obtenidos
en investigaciones anteriores, 23 la cantidad de LIE reportada fue
de 13.8 + 2.6 % , mientras que en el presente trabajo, la
cantidad fue ligeramente mayor con la administracion del
probidtico (14.96 + 3.98 %). Este resultado es de gran
importancia, ya que si se considera que el duodeno es el primer
segmento intestinal que estd expuesto a la estimulacién
antigénica, ésta primer linea de defensa se estia capacitando

para dar una mejor respuesta a futuras exposiciones.

Las células plasmaticas realizan una importante funcidn
en la proteccidon inmediata y prolongada del organismo contra
los antigenos. Estas células sintetizan y secretan grandes

cantidades de anticuerpos que son parte de las respuestas
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inmunolodgicas especificas. Estas células se pueden encontrar en
el tejido conectivo, pero generaimente se localizan en las
regiones que estdn sujetas continuamente a estimulos
antigénicos y son parte de la poblacion celular residente en la
lamina propia del tracto gastrointestinal. & Al estudio histologico
de la lamina propia dei duodeno, con la coloracion de rutina, la
presencia de éstas células no demostro diferencias
significativas, aunque a la revision con la tincion especial de
verde metil pironina se observé un decremento cuantitativo en
éste segmento intestinal en los animales del grupo tratado. Para
el estudio histologico, resulta mas facil identificar las células
pironindfilas de tonalidad rojiza en un fondo verde-azul, en
comparacion con la tonalidad basoéfila que se observa en la
coloracién de rutina. Considerando al fenémeno de recirculacion
linfocitaria como un proceso activo, se puede pensar en una
mayor induccion en 1a migracién de tales células, favorecida por
la administracion del probidtico experimental en el grupo de
animales tratado, hacia los linfonodos regionales, preparando

inmunoldgicamente a esta primer region intestinal.
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Las funciones precisas de los eosindfilos adn son poco
claras. Como los neutrofilos, los eosindfilos pueden actuar como
fagocitos efectores en estadios finales, pero su gran longevidad
y multiples capacidades biologicas le otorgan el potencial para
una diversidad mucho mas grande. 43 Es en el duodeno en
donde histologicamente se encuentran las diferencias mas
relevantes en lo que se refiere a este tipo celular; las muestras
de esta porcion intestinal en los lechones tratados muestran una
presencia menor de granulocitos eosinéfilos, en comparacion
con los del grupo testigo, al evaluarse con la tincion de rutina.
No obstante, al ser evaluados con la tincién especial para
granulocitos eosinofilos, tal diferencia ya no fue significativa. No
todas las células con granulos eosinéfilos observadas con la
coloracién de HE son granulocitos eosinofilos. Probablemente,

esto debido a la mayor especificidad de la tincion.

En los cortes histologicos de yeyuno, resuita importante la
mayor cantidad de células linfoides activadas, cuantificadas en
la coloracién especifica (VMP), en los animales tratados.
Considerando la longitud, comparativamente mayor, de este

71




segmento intestinal en los animales, la presencia de estas
celulas provee de una amplia barrera inmune, mucho mas
capacitada para responder a los estimulos antigénicos. Aunque
la evaluacion de la cantidad de células plasmaticas con la
coloracion de rutina no presenmto diferencia estadistica, los
segmentos intestinales de los lechones tratados presentaron
mayor cantidad de células, lo que se traduce en una mayor
especificidad de la tincién especial VMP en comparacién con la

HE, para estas células.

En las modificaciones de la mucosa intestinal de ileon,
conocidas como domos, es donde se localizan las células
especiales M, que son capaces de capturar y por transcitosis de
las particulas de antigeno, dar inicio a la respuesta inmune. La
mayor cantidad de estas modificaciones epiteliales en las
muestras de ileon de los lechones tratados con el probiotico,
determina la mayor presencia de éstas células ‘presentadoras de
antigenos' a otra de las barreras inmunes localizadas en la
submucosa de ileon, que son las placas de Peyer. Es en estas
estructuras donde se encuentran aigunas células plasmaticas
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productoras de IgA, aunque las placas de Peyer por si mismas,
son la fuente de precursores de células plasmaticas productoras
de esta inmunoglobulina, gque migran y subsecuentemente

pueblan la lamina propia de este segmento intestinal. 6

Comparativamente, los foliculos linfoides de los
linfonodos mesentéricos, resultaron modificados en los
lechones con los que se trabajé. Los foliculos linfoides
primarios, observados en la ausencia de estimulacién
antigénica, se presentaron en mayor cantidad en los animales
testigo, con un nivel de significancia alto y aunque para los
foliculos linfoides secundarios no hubo diferencia entre los dos
grupos de animales, la superficie de estas estructuras presentd
mayor area en los animales tratados, lo que significa que tienen
una mejor respuesta inmune, pues los foliculos secundarios se
presentan cuando hay un estimulo antigénico y los linfoblastos
estan en divisidn constante, originando un aumento en el

tamano de estas estructuras.
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La mayoria de los linfocitos localizados en el tracto
intestinal, migran a los linfonodos mesentéricos, donde
proliferan y se diferencian. Después migran a las membranas
mucosales (la mayoria al tracto digestivo), en donde producen
IgA, que se combina con el componente secretorio en el epitelio,

y por exocitosis, pasar al lGmen intestinal. 69

La presencia de células pironindfilas evaluadas con la
tincion especial demuestran una mayor cantidad en los
linfonodos de los lechones tratados, ubicadas entre los foliculos
linfoides medulares, lo que pone de manifiesto el fendmeno de
migracion via linfatica de los linfocitos activados probablemente

por la influencia del probiético en el tracto intestinal.

Cuando fos antigenos viajan en sangre, quedan atrapados
en parte en el parénquima esplénico, ahi son captados por los
macréofagos que se ubican en la zona marginal y tapizan los
sinusoides de la pulpa roja. Dichos macréfagos presentan los
antigenos en los foliculos primarios de la pulpa blanca, de los

cuales, después de unos pocos dias emigran las células
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productoras de anticuerpos. Los linfoblastos en la periferia de la
pulpa blanca son el primer indicador de respuestas inmunes de

tipo humoral. 676

Muchas de las variables evaluadas en los cortes
histoldgicos del bazo resultaron estadisticamente significativas
a favor de los lechones tratados. Los focos de células
plasmaticas que se encontraron en el parénquima esplénico,
observados con la tincién HE, en la pulpa blanca en particular,
fue una de las variables que se evalud en este trabajo. Los
lechones a los que se les administro el probidtico mostraron
mayor cantidad de estos camulos, lo que es indicativo de una
mayor induccién de linfoblastos para la formacién de células
plasmaticas; incluso, al cuantificar las células por campo
observado con el objetivo seco fuerte (X320) con la tincion HE,
el grupo tratado presenté mayor cantidad, y aunque en menor
nimero, pero con una diferencia estadistica mayor, las células
pironinéfitas observadas con la coloracion especial, fue mayor
en el mismo grupo tratado. Esto debido a la mayor especificidad
de la coloracion hacia las células plasmaticas.
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La cantidad de vainas periarteriales observadas con la
tincion de HE en el parénquima, no mostro diferencia estadistica
entre los grupos. Sin embargo, el tamano de estas estructuras
fue altamente significativo, mientras los lechones testigos
presentaron en promedio, areas con poco desarrollo, los
lechones tratados tuvieron areas comparativamente mayores. Si
se considera que la vaina periarterial esta formada en su
mayoria por linfocitos T, adyacentes a la tunica media de la
arteria nodular, y por linfocitos B en la regidon periférica a la
zona T, ¢ se puede deducir una mayor cantidad de éstas células
en el parénguima esplénico, preparando al animal para una

mejor respuesta inmune, tanto humoral como celular.

En {a interpretacion de las variables evaluadas, se debe
considerar la importante influencia que tiene el calostro en la
transferencia de la inmunidad en los lechones, dado el tipo de
placentacién en esta especie animal, la totalidad de Ila
transferencia de las inmunoglobulinas y células linfoides
(inmunidad pasiva) se realiza a travées de las primeras

secreciones de la glandula mamaria.
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Numerosos trabajos han puesto de manifiesto los
resultados practicos del uso de probidticos, la mayoria de ellos
enfocados al mejoramiento de los parametros productivos,
ganancia diaria de peso, peso al destete, entre otros. Otros
muchos se enfocan a los efectos que los probioticos tienen en el
tratamiento de algunas condiciones patoldgicas, como
infecciones intestinales, intolerancia a la lactosa, mejoramiento
de las funciones intestinales, actividad antitumoral y efectos
anticolesterolémicos, pero son escasos los trabajos que evaldan,
mediante la histologia, que cambios se inducen en los organos
linfoides para mejorar la respuesta inmune de los efectos antes

descritos.

La utilizacion de las coloraciones especiales para observar
células linfoides activadas y granulocitos eosinéfilos resultaron
herramientas auxiliares para la evaluacion de los tejidos
linfoides, debido a que algunas de las variables que se
consideraron, no mostraron significancia al ser evaluadas con la
coloracion de rutina, pero si lo fueron al ser evaluadas con la
coloracion especifica.
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8. CONCLUSIONES

Retomando los objetivos establecidos al inicio del trabajo,
la realizacion de este estudio histologico apoya mas el uso de

los probidticos en esta especie animal en particular.

El estudio histologico de las muestras de tejido linfoide,
mostré que las variables modificadas en los grupos
experimentales posiblemente determinan un mejor estado

inmune en aquellos a los que se dio el probidtico, considerando:

» La cantidad de linfocitos intraepiteliales se vio aumentada en
la mucosa de las muestras de duodeno de los animales del

grupo tratado, pero no en el resto del intestino.

» Tanto la cantidad de células pironinéfilas observadas con la
coloracion especial de VMP, como la cantidad de granulocitos
eosinéfilos observados con la coloracion de rutina en la
lamina propia de los duodenos de los animales tratados, fue
menor en comparacion con los tejidos de los animales del

grupo tratado.
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La cantidad de células pironinodfilas en la lamina propia de las
muestras de yeyuno de los animales tratados, fue mayor en
comparacion a lo encontrado en las muestras del grupo

testigo,

La cantidad total de domos en la mucosa de ileon fue mayor

en las muestras de los animales del grupo tratado.

El area de los foliculos linfoides presentes en los cortes de
linfonodo mesentérico posterior, determinada en mm?2, fue

mayor en las muestras del grupo tratado.

La cantidad de células pironinofilas encontradas en la zona
medular de los cortes de linfonodo mesentérico fue mayor en

los animales tratados.
El ndmero de células plasmaticas observadas en el
parénquima esplénico con fas coloraciones de HE y VMP,

resulté mayor en los animales del grupo tratado.
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> El area de las vainas periarteriales, determinada en mmz2, fue
mayor en los cortes de bazo de los animales tratados con el

probidtico experimental.
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APENDICE

R MATERIAL UTILIZADO EN EL TRABAIO.

Cubos de parafina con:
a) Tejidos del grupo testigo.
b) Tejidos del grupo tratado.

Microtomo.
Portaobjetos y cubreobjetos.

Tren de tincidn para la técnica histologica Hematoxilina y
Eosina:

=>» Xileno.

= Alcohol etilico absoiuto.

=» Alcohol etilico 96°.

- Hematoxilina de Harris.

<» Eosina amarillenta en solucion alcohdlica.
=» Resina sintética.

- Acido clorhidrico.

2 Acido acético.

Tren de tincion para la técnica histologica Verde Metil Pironina:

- Solucién de Pironina Y.

<> Verde de metilo.

-» Solucion buffer de ftalatos.
=» 2-butanol.
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Tren de tincion para la técnica histolégica especifica de
granulocitos eosinofilos:

= Cromatropo 2R.
- Fenol.

Para la observacion y evaluacion:

<> Microscopio optico (Carl Zeiss).

= Ocular con escala graduada para la evaluacion de
estructuras histoldgicas.

= Contador leucocitario convencional.

=» Programa estadistico Execustat version 3.0.

PARA DESPARAFINIZAR E HIDRATAR 5.74

1.Se colocaron los portaobjetos con los cortes
histoldgicos en tres cambios sucesivas de xilol, durante
10 minutos cada uno.

2. Posteriormente se hicieron pasar en alcohol de 100°,
96°, 80°, 70° y 50° por 3 minutos en cada uno.

3.Se colocaron en agua destilada para después ser
tefiidos con cada una de las tres tinciones empleadas
en este estudio.

82




Il.  PREPARACION DE LAS SOLUCIONES COLORANTES. 5.74

HEMATOXILINA DE HARRIS. Los dos colorantes mas utilizados
para tefir cortes histolégicos son la hematoxilina y la eosina. La
hematoxilina se obtiene del llamado palo de Campeche o
Hematoxylum campechanum, de color rojo parduzco. En la
tincion HE, se utiliza un colorante débil llamado hemateina, en
combinacién con iones de aluminio, y el complejo formado, que
es la hematoxilina aluminica, posee un color violeta profundo. El
segundo colorante es la eosina, da una coloracién que va del
rosa al rojo a casi todos los componentes tisulares que no son
tefiidos por el color viocliceo de la hematoxilina. Los radicales
cromégenos de la hematoxilina y la eosina se ligan con
componentes tisulares de carga contraria. De este modo, el
compiejo de hemateina y aluminio en la hematoxilina se liga a
los sitios de la carga negativa, en los componentes baséfilos; y
el anién cromégenoc de la eosina se liga a sitios con carga
positiva en componentes aciddfilos, sin embargo, no hay
ninguna especificidad respecto a dicha unidn. 18.74

Para la preparacién de la Hematoxilina de Harris se
requirieron los siguientes reactivos:

*= Hematoxilina (Merck} 1.0 gr.
= Oxido rojo de mercurio 0.5 gr.
« Sulfato de aluminio y

amonio o potasio (alumbre) 20 gr.
= Alcohol etilico absoluto 10 ml.
= Agua destilada 200 ml.
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Se procedié de la siguiente forma:

1. Se disolvié la Hematoxilina en el alcohol absoluto,
calentando a bafio maria y tapando.

2. En otro recipiente se disuelve el altumbre en 100 m! de
agua destilada.

3. Se mezclaron las dos soluciones y se afadi¢ a los 100
ml del agua restante.

4. Se hizo hervir la mezcla lo mas rapido posible, y se
agrego cuidadosamente el 6xido rojo de mercurio hasta
gue tomd un color rojo purpura.

5. Enseguida se enfrié con hielo a baho maria y se filtro
10 veces.

6. Se le agregaron de 3 a 5 gotas de acido acético por
cada 10 ml de solucién.

EOSINA ALCOHOUICA. Para la preparacién de la Eosina se
requirieron de los siguientes reactivos:

= Eosina azulosa 1.0gr
* Orange G 1.0 gr
» Alcohol de 70° 100 ml

En la preparacion de la Eosina alcohdlica, basto con
mezclar todos los reactivos en frio y filtrar cada vez gue se uso.
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Para esta tincidn, después de que los cortes estuvieron en
agua destilada, los procedimientos fueron los siguientes:

1. Se colocéd en la Hematoxilina de Harris durante 10 a 15
segundos.

2. El exceso de colorante se elimind con agua corriente.

3. Se lavé con agua destilada.

4. Posteriormente, los cortes se colocaron en la Eosina
alcohdlica durante 2 a 3 minutos.

5. Se deshidrataron los cortes con alcoholes de 96° (dos
cambios) y absoluto, durante 5 minutos en cada uno.

6. Para aclarar los cortes ya tefidos, se colocaron en xilol
durante 5 minutos y después, se cubrieron con resina
para colocar sobre ellos el cubreobjetos.

Resultados de la tincion. Con esta tincidn, los nucleos de

las células se observan de color azul morado y el citoplasma y
las sustancias intracelulares de naranja a rojo.
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VERDE METIL PIRONINA. El método de eleccion para demostrar
RNA es por la técnica de Verde Metil Pironina (VMP). En esta
técnica, la pironina, bajo condiciones controfadas, es especifica
para RNA, aunque la reacciéon quimica no esta bien definida. La
pironina colorea ademas, algunas células mucosas 18.74,

Para la preparacion de la solucion teftidora, se requirieron
las siguientes soluciones:

A. 0.01 M fralato buffer, pH 4.0.
» Fralato de potasio hidrogenado

(KHC8H804): 1.02 gr
= Agua 490 ml
» Acido clorhidrico (HCl) al 0.01 M 1 mi

B. Mezcla en seco.

* Pironina Y 0.03 gr
= Verde de metilo 0.15gr
= Buffer (solucién A) 100 ml

Para la preparacion de la solucion teiidora, se realizd lo
siguiente:

1. Se prepard la solucién buffer A mezclando el ftalato, el
agua y el acido clorhidrico.
2. Se reviso el pH, el cual debia estar entre 4.0 y 4.6,
siendo el optimo 4.0.
3. Se afadié agua hasta tener un volumen de 500 ml de la
solucién A,
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4. Se mezclaron la Pironina Y y el Verde de Metilo por
separado, para después adicionarse a 100 ml de la
solucion A.

Para esta tincion, después de que los cortes estan en agua
destilada, los procedimientos fueron los siguientes:

1. Se dejaron 10 minutos en el colorante verde de metilo-
pironina.

2. Se enjuagaron los cortes en agua destilada por 5
segundos (dos cambios), sacudiendo lo mas que se
pudo el agua restante.

3. Se deshidraté agitando vigorosamente en 2-butanol
(tres cambios), durante dos minutos cada uno. Es este
paso el que da la tonalidad verde claro a los cortes.

4. Se aclaré en xilol durante 5 minutos y se cubrieron con
la resina y el cubreobjetos.

Resultados de Ja tincion. Con esta tincidn, el DNA

(nucleos) se tifie de color azul-verde por el verde de metilo, y el
RNA de color rojo (nucleolos, citoplasma de células plasmaticas),
por la pironina Y.
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CARBOL CROMOTROPO. En esta tincion que es especial para

ohservar

los granulocitos eosinofilos se requirié de los

siguientes reactivos:

= Fenol 1 gr
* Cromotropo 2R 0.5 gr
~® Agua destilada 100 ml

Para preparar la solucién tefiidora fue necesario realizar lo
siguiente:

1.
2.
3.

Se derritid el fenol en un frasco a bano maria.

Se afadié el cromotropo 2R.

Se mezcld y disolvié el sedimento resultante en el agua
destilada, para después filtrar la solucién.

Luego de que los cortes histologicos estan en el agua

destilada se procedié como sigue:

. Se colored el corte con la Hematoxilina de Harris

durante 10 a 15 segundos, para diferenciar los niicleos
de las células, de {os granulos.

. El exceso de colorante se eliminé con agua corriente.
. Posteriormente se coloreé con la solucion carbol

cromotropo 2R durante 30 minutos.

. El exceso de colorante se eliminé con agua corriente,
. Se deshidraté haciendo pasar los cortes por alcohol en

concentraciones crecientes de 70° 80° 90° 96° y
absoluto.
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6. Para aclarar las muestras se mantuvieron en xilol
durante 2 a 3 minutos y se cubrieron con la resina y el
cubreobjeto.

Resultados de /a tincion. En esta tincion, la Hematoxilina

de Harris tine los nicleos de tonalidad azul-morado, y el
Cromdtropo 2R, hace resaltar los granulos de los eosindfilos con
una coloracién roja.
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